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= (57) Abstract: The invention concerns novel cosmetic uses of phytosphingosine or one of its cosmetically acceptable salts, in 
US particular its hydrochloride as slimming agent and/or as active agent stimulating leptin synthesis by adipocytes, for making a cos- 
~~ metic composition for reducing subcutaneous excess fat The invention also concerns a cosmetic treatment method for obtaining a 
slimming effect on the human body which consists in applying on the parts of the body to be treated a cosmetic composition con- 
taining phytosphingosine^r one of its cosmetically acceptable saltsi in particularits Hydrochloride. The invention^ further concerns^ 
novel cosmetic compositions containing phytosphingosine or one of its cosmetically acceptable salts, in particular its hydrochloride, 
^3 associated with a lipolytic agent selected among the group consisting of the adenylate cyclase enzyme and agents inhibiting the 
phosphodiesterase enzyme. 

(57) AbregS : L* invention concerne de nouvelles utilisations cosmetiques de la phytosphingosine ou de Tun de ses sels cosm6tique- 
ment acceptables, en particulier son chlorhydrate, en tant qu* agent amincissant et/ou en tan qu' agent actif stimulant la synthese de la 

^ leptine par les adipocytes, pour la fabrication d'une composition cosmStique destinee a reduire les surcharges graisseuses sous-cuta- 
nees. U invention conceme egalement un proceed de traitement cosmetique destine a obtenir un effet amincissant du corps humain 

25 selon lequel on applique sur les parties du corps a traiter une composition cosmetique contenant de la phytosphingosine ou Tun de ses 
sels cosmetiquement acceptables, en particulier son chlorhydrate. Elle conceme etalement de nouvelles compositions cosmetiques 
contenant de la phytosphingosine ou un de ses sels cosmetiquement acceptables, en particulier son chlorhydrate, en association avec 
un agent lipolytique choisi dans le groupe constitug par T AMPc et ses derives. Les agents activateurs de Tenzyme adenylate cyclase 

^ et les agents inhibiteurs de V enzyme phosphodiesterase. 



WO 03/074011 




PCT7FR03/00656 



1 



Utilisation cosmetique de la phytosDhinaosine comme agent aminc issant et 
compositions cosmetiques contenant de la phytosphinaosine 

Utilisation cosmetique de la phytosphingosine comme agent 
5 amincissant et compositions cosmetiques contenant de la 
phytosphingosine. 

La presente invention concerne une nouvelle utilisation 
cosmetique de la phytosphingosine, comme agent amincissant ainsi que 
des compositions cosmetiques contenant de la phytosphingosine. 
10 La phytosphingosine repond a la formule suivante : 




OH 



Sa formule moleculaire est C18H39NO3 et son numero CAS est le 
suivant : RN 100 000 403-19-8. 

15 Ce produit est encore connu sous la denomination : 

(2S,3S,4R)-2-amino-l,3,4-oc±adecanetriol. 

La phytosphingosine est un produit commercial qui correspond 
a Tune des trois bases sphingoTde naturellement presentes dans la peau, 
la phytosphingosine etant presente dans le stratum corneum. 

20 On connait deja des applications de la phytosphingosine et de 

ses sels et, plus particulierement de son chlorhydrate, dans le domaine de 
la dermatologie. En effet, la phytosphingosine est essentiellement connue 
pour son activite antimicrobienne ainsi que pour son activite en tant que 
« second messager », application qui resulte en une reduction de la 

25 sensibilite de la peau. Plus precisement, la phytosphingosine est connue 
pour son activite dans le traitement de I'acne, pour son activite dlnhibiteur 
de la croissance des microorganismes sur la peau et pour reduire 
differents phenomenes inflammatoires observes sur la peau. 

Les inventeurs de la presente invention ont maintenant 

30 decouvert de facon tout a fait surprenante une nouvelle utilisation de la 
phytosphingosine ainsi que de ses sels cosmetiquement acceptables, en 
partial lier de son chlorhydrate, comme agent amincissant. lis ont par 
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ailleurs mis en evidence que cette nouvelle utilisation etait liee> au moins 
partiellement, a la propriete parfaitement inattendue de la 
phytosphingosine et de ses sels, de favoriser la synthese de la leptine par 
les adipocytes de la peau. 

5 Par ailleurs, poursuivant leurs etudes dans ce domaine, les 

inventeurs de la presente invention ont egalement mis en evidence qu'un 
certain nombre de combinaisons de la phytosphingosine ou de ses sels 
cosmetiquement acceptables s'averaient particulierement interessantes 
dans ces nouvelles utilisations. 

10 La leptine de la souris a ete recemment identifiee en 1994 

comme etant le produit du "gene ob" (Zhang, y et al., Nature, 1994, 
372:425 etTartaglia LA., 1997, J. Biol. Chem. 272:6093). 

La structure de la leptine humaine (ou proteine humaine OB) et 
son utilisation dans la modulation du poids chez les animaux ont ete 

15 decrites dans la demande de brevet britannique GB 2292382. II s'agit 
d'une proteine secretee par Padipocyte qui informe le cerveau de I'etat des 
reserves adipeuses. Elle agit par Pintermediaire de recepteurs 
membranaires situes en particulier au niveau de I'hypothalamus. 

D'abord etudiee chez le rongeur puis chez I'homme, elle joue un 

20 role clef dans la regulation du poids corporel. 

Chez les souris ob/ob, I'absence de leptine dans le serum due a 
des mutations du gene ob (celui qui code pour la leptine) entrame une 
obesite massive. 

Chez I'homme, les premiers travaux concernant la leptine ont 

25 ete diriges vers les patients obeses et/ou diabetiques. 

En effet, plus un adipocyte possede une teneur elevee en 
triglycerides, plus il produit de leptine, et inversement (Medecine/Sciences, 
1998, n°8-9, 14, 858-864, G. Ailhaud : L'adipocyte, cellule secretrice et 
endocrine). 

30 Ainsi chez les obeses, deux situations peuvent se presenter.. 

Soit il existe une mutation du gene de la leptine, celle-ci est alors non 
fonctionnelle, en particulier sur les recepteurs du cerveau. Soit il existe un 
defaut du transfert de la leptine au niveau de la barriere entre circulation 
sanguine et cerveau. 

35 Une etude, au cours de laquelle une injection quotidienne de 

leptine synthetique a ete realisee sur des patients qui souffraient d'obesite 
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ou de surcharges ponderales a montre des resultats probants : une perte 
de poids significative chez les patients atteints d'une certaine forme 
d'obesite est apparue (travaux menes a la Tufts University aux Etats-Unis, 
presentes a I'occasion du congres American Diabetes Association : Jean 

5 Mayer, USA Human Nutrition Research Center on Aging). 

En fait, la leptlne declenche un phenomene de satiete 
provoquant une diminution de la prise alimentaire et diminuant la 
frequence des prises alimentaires. 

Lorsque la masse adipeuse augmente, la leptine produite par le 

10 tissu adipeux va inhiber la prise alimentaire et stimuler la depense 
energetique. Elle va done s'opposer ainsi a une prise de poids excessive. 

Ainsi done, on peut considerer que cette proteine est un 
regulateur de la masse adipeuse dont le role primordial est d'inhiber le 
depot d'adiposite en exces. 

15 Le role de regulation locale joue par la leptine est bien connu 

(voir Systemically and Topically Administered Leptin Both Accelerate 
Wound Healing in Diabetic ob/ob Mice. B.D. Ring, S. Scully, C.R. Davis, 
M.B Baker, MJ. Cullen, M.A. Pelleymounter, D. Danilenko. Endocrinology, 
2000 vol. 141, n°l, p. 446-449). 

20 Par ailleurs, le role de la leptine dans I'expression de certains 

genes conduisant a Paccumulation de lipides (genes de differenciation) est 
egalement bien connu dans le cadre de la regulation de la lipolyse. 

La leptine, d'une part reprime I'expression de certains genes 
conduisant a I'accumulation de lipides (genes de differenciation), et cela 

25 sans la participation du cerveau. 

D'autre part, la leptine induit une lipolyse directement sur les 
adipocytes. Ceci a ete observe sur des adipocytes de souris in vitro (voir 
In vitro Lipolytic Effect of Leptin on Mouse Adipocytes : Evidence for a 
possible Autocrine/Paracrine Role of Leptin, G. Friihbeck, M. Aguado, J. A. 

30 Martinez, Biochemical and Biophysical Research communications 1997 : 
240, p. 590-594). L'effet de la leptine sur la lipolyse des adipocytes est 
specifique et opere via des recepteurs presents dans le tissu adipeux 
blanc. 

La leptine transforme I'oestrone de la circulation sanguine 
35 (hormone qui augmente le depot de lipides) en oleyl-oestrone qui est 
considere comme un facteur "amincissant". L'apparition de ce facteur 
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provoque une lipolyse generalisee et une thermogenese (voir Leptin 
enhances the synthesis of oleyl-estrone from estrone in white adipose 
tissue, M. Esteve, J. Virgili, H. Aguilar, F. Balada, J.A. Fernandez-Lopez, W. 
Remesar, M. Alemany, Eur J. Nutr. 1999, 38, p. 99-104). Administree a 
5 des rats obeses ou normaux, I'oleyl-oestrone provoque une perte de 
masse grasse. 

On voit done tout I'interet qu'il y a a disposer d'un moyen pour 
agir sur la synthese de la leptine qui agira notamment: 

-directement au niveau cutane par I'intermediaire des 
10 recepteurs presents a ce niveau, 

- sur le tissu adipeux en provoquant la lipolyse, 

- sur un facteur agissant comme regulateur du poids, a savoir 
I'oleyl-oestrone. 

Des essais realises dans le cadre de la presente invention, aussi 
15 bien sur des cultures d'adipocytes murins que sur des cultures 
d'adipocytes humains ont permis de montrer qu'il etait possible, par 
traitement de ces cultures avec de la phytosphingosine ou Tun de ses sels, 
en particulier son chlorhydrate, de stimuler la synthese de la leptine par 
ces adipocytes, ce qui laissait presager la possibility d'utiliser la 
20 phytosphingosine ou ses sels comme agent amincissant. Cet effet a pu 
etre confirme. 

Ainsi done, la presente invention concerne selon un premier 
aspect une nouvelle utilisation cosmetique de la phytosphingosine ou d'un 
de ses sels cosmetiquement acceptables, en particulier son chlorhydrate, 

25 en tant qu'agent amincissant pour la fabrication d'une composition 
cosmetique destinee a reduire les surcharges graisseuses sous-cutanees. 

Selon un deuxieme aspect, llnvention concerne une nouvelle 
utilisation cosmetique de la phytosphingosine ou de I'un de ses sels 
cosmetiquement acceptables, en particulier de son chlorhydrate, comme 

30 agent actif stimulant la-synthese _de la_ leptine parjes adipocytes, pour la 
fabrication d'une composition cosmetique destinee a reduire les 
surcharges graisseuses sous-cutanees. 

Selon un troisieme aspect, I'invention concerne un procede de 
traitement cosmetique destine a obtenir un effet amincissant du corps 

35 humain, selon lequel on applique sur les parties du corps ou ledit effet est 
recherche une quantite efficace d'une composition cosmetique contenant 
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de la phytosphingosine ou Tun de ses sels cosmetiquement acceptables, 
en particulier son chlorhydrate. 

Par ailleurs, il est apparu que, selon les trois aspects de 
I'invention tels qu'ils sont definis ci-dessus, certaines combinaisons de 
5 phytosphingosine ou d'un de ses sels cosmetiquement acceptables, en 
particulier de son chlorhydrate s'averaient particulierement interessantes, 
pour ameliorer I'effet amincissant obtenu par application de I'une 
quelconque des compositions contenant ces associations particulieres. 

Plus precisement, il est apparu que I'association de la 
10 phytosphingosine ou d'un de ses sels cosmetiquement acceptables, avec 
un ou plusieurs agents, ci-apres designes par agents lipolytiques, 
induisant une lipolyse, dans les adipocytes s'averait particulierement 
interessante dans le cadre de la presente invention, comme cela sera 
explique plus loin. 

15 En particulier, on choisira pour realiser cette association au 

moins un agent lipolytique cosmetiquement acceptable dans le groupe 
constitue par I'adenosine-SVS'-cyclique monophosphate (AMPc) et ses 
derives, les agents activateurs de I'enzyme adenylate cyclase et les agents 
inhibiteurs de I'enzyme phosphodiesterase. 

20 Comme agent activateur de I'adenylate cyclase, on choisira 

avantageusement la forskoline ou un extrait de plante en contenant, tel 
qu'un extrait de Coleus forskohlii ou Plectranthus barbatus, ou encore un 
extrait de la plante Tephrosia purpurea. 

Comme agent inhibiteur de phosphodiesterase, on pourra 

25 utiliser une xanthine telle que la 3-isobutyl-l-methyl-xanthine ou IBMX, la 
cafeine ou la theophylline. 

Les compositions cosmetiques renfermant de telles 
associations, qui sont nouvelles en elles-memes, constituent le quatrieme 
aspect de la presente invention. Ce sont ces compositions telles qu'elles 

30 sont-decrites.. ci-apres. qui seront_de_ preference mjses en oeuvre dans 
toutes les applications cosmetiques visees par la presente invention. 

Ainsi done selon ce quatrieme aspect, la presente invention 
concerne une composition cosmetique, notamment destinee a reduire les 
surcharges graisseuses sous-cutanees, caracterisee en ce qu'elle contient, 

35 a titre d'agent actif, 
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- de la phytosphingosine ou un de ses sels cosmetiquement acceptables, 
en particulier son chlorhydrate et 

- au moins un agent lipolytique cosmetiquement acceptable cholsl dans le 
groupe constitue par I'AMPc et ses derives cosmetiquement acceptables, 

5 les agents activateurs de I'enzyme adenylate cyclase et les agents 
inhibiteurs de I'enzyme phosphodiesterase, 
dans un vehicule cosmetiquement acceptable. 

Dans les compositions nouvelles de I'invention qui sont 
egalement les compositions preferees pour la mise en oeuvre des 

10 differentes applications visees par la presente invention, la 
phytosphingosine ou Tun de ses sels cosmetiquement acceptables, en 
particulier son chlorhydrate, est contenu dans la composition cosmetique a 
une concentration comprise entre 0,001 % et 1 % et, de preference, entre 
0,05 % et 0,5 % en poids par rapport au poids total de ladite. composition. 

15 La composition cosmetique contient en outre au moins un 

agent actif lipolytique choisi dans le groupe constitue par I'AMPc et ses 
derives lipolytiques, les agents activateurs de I'enzyme adenylate cyclase 
et les agents inhibiteurs de I'enzyme phosphodiesterase. 

Dans ces compositions cosmetiques, I'AMPc ou son derive sera 

20 avantageusement utilise a une concentration comprise entre a 0,001 % et 
5 % en poids par rapport au poids total de la composition. 

A titre de derive de I'AMPc, on pourra choisir tout derive de 
I'AMPc cosmetiquement acceptable et en particulier un sel ou un derive 
acyle, notamment un derive mono- ou dibutyryle. 

25 A titre d'agent activateur de I'enzyme adenylate cyclase, on 

choisit, de facon avantageuse, la forskoline ou un extrait de plante en 
contenant, de preference a une concentration comprise entre 0,001 % et 
1 % et, de preference entre 0,05 % et 0,25 %, en poids par rapport au 
poids total de la composition. 

30_- Comme extrait contenant- de Ja forskoline, on choisira. de 

preference un extrait de Coleus forskohlii ou Plectranthus barbatus. Un tel 
extrait peut etre obtenu par un precede d'extraction tel que celui decrit 
dans la demande internationale WO 91/02516. 

On pourra egalement utiliser comme agent activateur de 

35 I'adenylate cyclase un extrait de la plante Tephrosia purpurea, a une 
concentration comprise entre 0,001 % et 5 %, de preference entre 
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0,01 % et 5 %, en poids par rapport au poids total de la composition. Un 
tel extrait peut etre obtenu par un procede d'extraction tel que celui decrit 
dans la demande Internationale WO 95/03780. 

Enfin, comme expose precedemment, selon une autre variante, 

5 les compositions preferees selon I'invention contiennent un agent 
inhibiteur de la phosphodiesterase, en particulier une xanthine et, tout 
particulierement, la 3-isobutyl-l-methyl-xanthine (IBMX), la cafeine ou la 
theophilline, de preference a une concentration comprise entre 0,001 % et 
10 %, de preference entre 0,01 et 1 %, en poids par rapport au poids de 

10 la composition. 

Les compositions preferees utilisees selon la presente invention 
et qui contiennent une association de phytosphingosine ou de Tun de ses 
sels avec un agent lipolytique tel que I'AMPc et ses derives lipolytiques, les 
agents activateurs de I'adenylate cyclase et les agents inhibiteurs de la 

15 phosphodiesterase, s'averent particulierement interessantes du fait de 
Taction synergique des deux types de constituants. 

Sans que les inventeurs de la presente invention s'estiment 
totalement lies par cette explication, une interpretation plausible de I'effet 
de synergie observe est donnee ci-apres. 

20 II a en effet ete deja observe que les agents favorisant une 

lipolyse dans les adipocytes, tels que les extraits de Coleus par exemple, 
presentent une efficacite biologique remarquable qui associe en general 
un important pouvoir lipolytique a une activite inhibitrice de la maturation 
adipocytaire. La reduction importante en volume et en quantite des 

25 vacuoles lipidiques apres un traitement par I'agent lipolytique conduit a 
une reduction de la production de leptine. II est done probable que cette 
perte locale de leptine dans Penvironnement proche des adipocytes 
resultant du traitement par I'agent lipolytique puisse etre compensee par 
I'effet d'un produit stimulant la synthese de la leptine, dans le cas present 

.30 par la phytosphingosine qu son sel. Le maintien d'une concentration 
suffisante en leptine dans I'environnement proche des adipocytes exerce 
ainsi un role qui s'oppose a I'augmentation de la masse adipeuse. Tout 
semble done se passer comme si le message etait emis par des cellules 
grasses qui informent par une operation de retro-contr6le de la necessite 

35 de reduire le stockage sous forme de triglycerides. Ainsi, grace a Taction 
combinee de la phytosphingosine ou de Tun de ses sels, et d'au moins un 



WO 03/074011 



8 



PCT/FR03/00656 



autre agent lipolytique, on obtient un effet amincissant renforce et plus 
prolonge. 

Cette hypothese semble tout a fait confirmee par les resultats 
obtenus dans le cadre des exemples 2 et 4 de la presente invention 
5 portant sur I'association de la phytosphingosine avec un extrait de Coleus 
forskohlii. 

Les exemples qui suivent sont donnes a titre purement illustratif 
de la presente invention. lis sont accompagnes des figures 1 a 6, qui 
represented respectivement : 
10 - figure 1 : I'effet sur la lipogenese de differents traitements 

realises a I'exemple 2 ; 

- figures 2 a 4 : la morphologie des adipocytes murins a 
differentes etapes du traitement selon I'exemple 2 ; 

- figure 5 : la morphologie des adipocytes humains a 318 pour 
15 une solution temoin (selon I'exemple 3) ; et 

- figure 6 : la morphologie des adipocytes humains a J18 pour 
un traitement par une association selon Invention (selon I'exemple 3). 

EXEMPLES 

20 Dans les exemples qui suivent et, sauf indications contraires, 

les proportions sont indiquees en pourcentage en poids. 

Exemple 1 

Mise en evidence de I'activite stimulante de la phytosphingosine sur la 
25 production de leptine par des adipocytes murins en culture. 

1. Principe du test 

Le concept selon lequel la masse adipeuse peut etre regulee via 
des facteurs circulants secretes est tres interessant. 
30 Le principe du.test est de_controler la secretion de Ja leptine_par_ 

les adipocytes. 
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2. Materiel et methodes 

- Culture de cellules 3T3 F442A 

A partir d'une lignee etablie de preadipocytes de souris 3T3, a 
ete isole un clone qui a la capaclte d'accumuler de grandes quantites de 
5 triglycerides. Les agents lipolytiques reduisent cette accumulation. II est 
done apparu pertinent de tester des agents lipolytiques potentiels sur 
cette lignee de preadipocytes murins 3T3 F442A. Ces preadipocytes 
(GREEN H. and KEHINDE O. - Spontaneous Heritable Changes Leading to 
Increased Adipose Conversion in 3T3 Cells, Cell Vol. 7, 105-113, 1976) 

10 peuvent se multiplier et se differencier en presentant le phenotype 
morphologique et biochimique caracteristique de la fonction differenciee 
de Padipocyte mature. Lorsqu'ils sont en phase exponentielle de 
croissance, ils sont d'apparence fibroblastique, presentent une forme 
allongee et sont tres adherents au support. A confluence lorsque les 

15 conditions le permettent, une transition morphologique tres precoce leur 
confere une forme arrondie. 

Les cellules connaissent alors un processus d'amplification 
clonale. A ces changements morphologiques s'ajoutent des accroissements 
de I'activite d'enzymes lipogenetiques ainsi que des augmentations de 

20 reponses de la part des cellules a des hormones/facteurs affectant la 
lipogenese et la lipolyse. 

Les preadipocytes 3T3 F442A constituent done un excellent 
modele d'etude de la lipolyse du fait des transformations morphologiques 
et metaboliques acquises par les cellules pendant leur programme de 

25 developpement. (Pairault J and Lasnier F : Control of adipogenetic 
differenciation of 3T3 F442A cells by retinoic acid, dexamethasone and 
insulin : a topographic analysis J. cell Physiol. 1987, 132, 279-86). 

D'apres la litterature, la leptine est secretee dans le milieu de 
culture puisqu'elle est stockee dans les adipocytes. (Wabitsch M et al, 

30 ._ Diabetes,. 1996,, vol _45 / __Bomstein _S._ et aL Diabetes, ._ 2000, _voL49,^ 
Friedman JM, Nutrition Reviews, 1998, vol 56 n°2). 

Dans les cellules 3T3 F442A, I'expression du gene ob a ete 
particulierement etudie (Leroy P et al, J. of Biol. Chem, 1996, vol 271 n°5, 
pp. 2365-2368, Considine RV et al - Horm. Res. 1996, 46 : 249-256). 

35 Les preadipocytes 3T3 F442A sont ensemences a 30 dans les 

boites de Petri 35 mm (Corning) et mis a I'etuve a 37°C sous une 
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atmosphere air-C0 2 (95-5). Les cellules sont cultivees dans un milieu 
essentiel minimum de Eagle modifie selon Dulbecco (glucose 4,50 g/l) 
(DMEM-GIBCO BRL) complements avec 5% de serum de veau (SV) 
(BIOMEDIA®) et 5 % de serum de veau foetal (GIBCO) pendant la phase 
5 de croissance. Le milieu est change a 32 et 34. 

A la confluence cellulaire (a 37), le milieu est change : 
Le milieu de base reste le meme (DMEM) mais est supplemental 
avec 10 % de serum de veau fcetal (SVF) et de I'insuline (5 ug/mL) 
(SIGMA). 

10 Le milieu est ensuite change a 39 et 311. 

A 314, 316 et 318, on effectue un traitement par la composition 
dont on veut controler I'efficacite sur la synthese de la leptine. 
Le protocole est resume dans le tableau ci-dessous : 



30 


Ensemencement des 3T3 F442A dans DMEM, 5 % SV, 5 % SVF - 
densite cellulaire 2 x 10 4 cellules / boite de Petri 35 mm 


32 


Chanqement de milieu 


34 


Chanqement de milieu 


37 


Confluence - Milieu de culture DMEM, 10 % SVF, 1 % insuline 
(solution mere a 500 ug/mL) 


39 et 
311 


Changement de milieu 


314 


Traitement par la composition a tester 


316 et 
318 


Traitement par la composition a tester 


321 


Collecte des surnageants cellulaires 



15 

3. Dosage de la leptine 

La leptine secretee est determinee au moyen d f une technique 
- Elisa de type sandwieh-en reeourant rau kit-Quantikine® M Mouse teptin 
Immunoassay. 

20 Ce dosage ELISA utilise la leptine de souris recombinee, 

exprimee dans E.Coli et des anticorps diriges contre la leptine 
recombinante de souris. 
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Le test utilise une technique immunoenzymatique "en 
sandwich". On tapisse les puits des microplaques avec un anticorps 
polyclonal de la leptine de souris. 

Les standards, controles et echantillons sont deposes dans les 
5 puits et a ce moment la, toute la leptine presente se lie a Panticorps 
immobilise. 

La leptine liee est ensuite detectee par un anticorps anti-leptine 
de souris couple a une enzyme, la peroxydase. Une solution substrat est 
ensuite ajoutee dans les puits. La reaction enzymatique conduit a une 
10 solution bleue qui vire au jaune apres ajout d'une solution d'arret. 

L'intensite de la couleur mesuree est proportionnelle a la 
quantite de leptine presente. La lecture de la densite optique est faite a 
450 nm au spectrophotometre. 

On obtient apres le dosage des courbes doses-reponses 
15 concernant la mesure de la leptine naturelle, parallele aux courbes 
standard obtenues avec les standards Quantikine M "recombinants". Le kit 
Quantikine M permet done de determiner des valeurs en masse relative 
pour la leptine de souris naturelle. 

La densite optique mesuree a 450 nm est proportionnelle a la 
20 quantite d'anticorps fixe, elle-meme proportionnelle a la quantite de 
leptine initialement presente. Les resultats sont exprimes en pg/mL de 
leptine presents dans les surnageants cellulaires. 

Les echantillons ont ete testes en triplicate. 

25 4. Resultats 

Trois compositions contenant respectivement 0,25, 1 et 2 ug/mL 
de phytosphingosine ou de son chlorhydrate ont ete testees. 

Pour les adipocytes 3T3-F442A maintenus en culture sans aucun 
traitement, la quantite de leptine presente dans les surnageants de 

30 _ culture,, augmente fortement.au cours du. temps (16.4 .pg/mL a. 34. , 
802 pg/mL a Jll et 2623 pg/mL a J20 ). Ce resultat est en conformite 
avec les donnees bibliographiques (Leroy P. 1996, Considine RV. 1996) : 
dans des conditions basales, les adipocytes murins secretent des quantites 
croissantes de leptine tout au long de leur maturation. Nous confirmons 

35 ainsi qu'un adipocyte mature secrete des quantites de leptine superieures 
a celles d'un preadipocyte. 
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Dans le tableau 1 ci-dessous sont reportes les quantities de 
leptlne presentes dans les surnageants. L'abreviation PS designe la 
phytosphingosine. 

5 Tableau 1 



Quantite de leptine, exprimee en pg/mL presente dans 
les surnageants de culture d'adipocytes 3T3-F442A matures traites par 

la phytosphingosine au jour J21 



phytosphingosine (ug/mL) 


leptine (pg/mL) 


moyenne 


ecart 


O (temoin) 


1510 


23,43 


0,25 


1789 


11,27 


1 


1563,6 


14,33 


2 


1428,8 


! 200 



Apres 7 jours de traitement, c'est a dire au jour 321, la 
phytosphingosine induit une augmentation de la secretion de leptine par 
les adipocytes traites, effet qui est maximal a la concentration de 
15 0,25 ug/mL. A cette concentration, Taugmentation est d'un peu plus de 
18%. 

Teste dans les memes conditions, le chlorhydrate de 
phytosphingosine est responsable egalement d'une stimulation de la 
secretion de leptine : + 52% a 1 ug/mL et + 26% a 2 ug/mL et + 18% a 
20 0.25 ug/mL. Les resultats pour le chlorhydrate sont reportes au tableau 2 
ci-dessous. 
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Tableau 2 

Quantite de leptine, exprimee en pg/mL presente dans 
les surnageants de culture d'adipocytes 3T3-F442A matures traites par 
5 le chlorhydrate de phytosphingosine au jour J21 



phytosphingosine- HCI 
(|jg/mL) 


leptine (pg/mL) 


moyenne 


ecart 


0 (temoin) 


1510 


23,43 ! 


0,25 


1789 


201,79 


1 


2301,3 


: 49,821 


2 


1907,9 


31,93 



Ainsi, la phytosphingosine est capable d'induire dans la cellule 
adipeuse 3T3-R42A, modele tres proche de I'adipocyte humain, une 
10 augmentation de la secretion adipocytaire basale de leptine. La 
phytosphingosine est done capable de jouer un role important dans le 
controle de la stabilite de la masse graisseuse. 

Exemple 2 

15 Mise en evidence de llnteret de I'association de la phytosphingosine avec 
un activateur d'adenylate cyclase, tel qu'un extrait de Coleus forskohlii, 
pour favoriser la diminution de la lipogenese dans les adipocytes murins 
en culture. 

20 1. Principe de I'etude 

Cette etude concerne les effets de I'association des 2 actifs 
Coleus forskohlii (encore nomme Plectranthus barbatus) (PB) et 
Phytosphingosine (PS) sur le recrutement de nouveaux adipocytes. 

H est connu que le developpement du tissu adipeux blanc 

25 represente un processus continu tout au long de la vie (AILHAUD G., 
GRIMALDI P., NEGREL R., Trends in Endocrinology and Metabolism, 
(1994) 5 (3) 132-6). L'adipocyte est associe au sein du tissu adipeux , a 
une abondante matrice extracellulaire qui renferme egalement des cellules 
endotheliales, des capillaires, des fibres nerveuses et des fibroadipoblastes 
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precurseurs. L'adipocyte mature represente le phenotype d'une cellule 
issue de la differenciation d'un precurseur adipocytaire. Les preadipocytes 
sont presents au sein meme du tissu adlpeux et peuvent etre recrutes a 
tous les stades de la vie pour generer de nouveaux adipocytes : dans le 
5 cas d'un gain de poids, il existe une phase initiate d'augmentation de 
volume adipocytaire jusqu'a atteindre un point critique, conduisant ensuite 
au recrutement de nouvelles cellules ( Bjorntorp P., Int. J. Obesity, (1991) 
15 67-81). La capacite intrinseque des preadipocytes a se multiplier et a 
se differencier en adipocytes joue un role determinant dans le 
10 developpement des masses graisseuses. Une hyperplasie de ces cellules 
apparentees aux fibroblastes conduit a une augmentation du tissu 
adipeux. 

Ainsi, dans un premier temps, des adipocytes matures sont 
traites par PB + PS 

15 Dans un deuxieme temps, le milieu de culture conditionne par 

ces adipocytes est mis en contact avec des preadipocytes dont on va 

suivre la maturation en adipocytes. 

Les cellules temoins au debut du traitement, commencent a se 

differencier et subissent un certain nombre de changements : 
20 augmentation de volume, augmentation du nombre et de la taille des 

gouttelettes lipidiques, accroissement de I'activite d'enzymes 

lipogenetiques etc. 

Une enzyme cle dans le processus de synthese des triglycerides 

est la glycerol-3-phosphate deshydrogenase (G 3 PDH): son activite 
25 specifique augmente considerablement au cours de la maturation et peut 

done etre utilisee comme une mesure precise et sensible de la conversion 

adipocytaire (Pairault J., Green H., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, (1979) 76, 

5138-42; Koekemoer T.C.et al, Int. J. Biochem. Cell Biol. (1995) 27, 625- 

32). 

.30 - On a choisi de suivre devolution de. I'activite de cette enzyme 

pour mesurer Tetat de differenciation des adipocytes. 

La G 3 PDH etant une enzyme hydrosoluble, on mesure son 

activite dans le surnageant du broyat cellulaire en presence des substrats 

appropries (NADH, TEA (triethanolamine) - EDTA, 50 mM, 1 mM). 
35 A partir des dosages, I'activite specifique est calculee. On 

compare les cellules traitees aux cellules temoins. La G 3 PDH etant le reflet 
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de I'etat de differentiation des cellules, plus son activite specifique est 
importante et plus les cellules sont differenciees et inversement : plus la 
reserve de graisse sera limitee par I'agent teste plus I'activite de la G 3 PDH 
sera faible. 

5 La moyenne sur trois mesures rapportees a un ecart type donne 

I'activite specifique moyenne, ensuite on calcule le pourcentage 
d'inhibition de I'activite de la G 3 PDH produit par les substances compare 
aux temoins. 

Les criteres permettant d'assurer la qualite de bons agents anti- 
10 lipogenetiques sont d'une part un pourcentage d'inhibition de I'enzyme 
superieur a 50 % et d'autre part des donnees brutes significativement 
differentes par rapport aux temoins. 

2. Materiel et methodes 
15 a"> Culture et traitements 

Les adipocytes en cours de differenciation, adipocytes peu 

matures encore denommes preadipocytes obtenus a 37 du protocole 

donne dans I'exemple 1 sont traites par du milieu conditionne par des 

adipocytes differencies matures traites ou non par PB ou PS et par 
20 I'association PB + PS pendant 8 jours avec un changement de milieu aux 

jours J9 et 311, comme indique dans le protocole ci-apres. 

La phytosphingosine a ete testee aux concentrations finales de 

0,25, 0,50 et 1 ug/nnL. 

L'extrait de Plectranthus barbatus (PB) (lot n° 0B2, INDENA) est 
25 titre a 80 % en forskoline, molecule reconnue pour etre effectrice de 

I'adenylate cyclase (Seamon K. et al., P.N.A.S. USA, (1981) 78 3363-67). 

La concentration de PB utilisee dans I'etude est de 25 U9/mL a partir d'une 

solution mere a 20 mg/mL dans I'ethanol. 

30 - - bV Preparation des extraits cellulaires 

Le tapis cellulaire est lave 2 fois avec du tampon PBS et les 
cellules sont recuperees par grattage dans du tampon 25 mM, TRIS - HCI, 
pH 7,5 contenant 1 mM d'EDTA a 4°C. Les cellules sont homogeneisees 
par broyage et centrifugation a 10 000 g pendant 10 minutes a 4°C. 
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Le protocole suivi est resume dans le tableau ci-dessous. 



JO 


Ensemencement des 3T3F442A - densite cellulaire 
2 x 10 4 cellules / boite de Petri 35 mm. 
Milieu de culture DMEM, 5% SVF/5 % SV. 


J2 


Changement de milieu 


J4 


mangemeni ue mineu 


J7 


Confluence - Milieu de culture DMEM, 10 % SVF, 1 % insuline 
(SM 500 ug/mL) 

Traitement par les milieux conditionnes : PB : 0,25 ug/mL PS : 
0,5 et 1 ug/mL 


J9-J11 


Changement de milieu, meme milieu + traitement 


J 14 


Traitement, meme milieu de culture 


J 16 


Recueil des surnageants et dosage G 3 PDH 



Determination de I'activite olvcero-3-phosphate 
5 dehydrogenase (G^PDW 

Le dosage de I'activite G3PDH est effectue selon la methode de 
Kozak et Jensen : Kozak et Jensen, 1974, J. Biol. Chem., 249, 7775-7781. 

La G 3 PDH catalyse la reaction suivante : 
Dihydroxyacetone 

10 phosphate + NADH, H + -glycerol 3 phosphate + NAD + 

(DHAP) G3PDH 

On mesure en spectrophotometrie (KONTRON) a 340 nm, la 
consommation de NADH en fonction du temps. On peut calculer ainsi une 
variation d'absorbance/minute (A Abs/minute) qui correspond a la Vitesse 
15 initiate de la reaction enzymatique. Les resultats sont exprimes en activite 
specifique (AS) soit en nmoles de NADH transformees/min/mg de 
proteines. Le taux de proteines totales est evalue par la methode du BCA 
XRrotein .Assay : Reagent-PIERCE LTD) 

20 AS = 81,25 x A Abs/min x 1 

mg de proteines 
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3. Resultats 

Mesure de I'activite glycero-3-phosphate dehydrogenase 

(G 3 PDH). 

Les quantites de NAD + au bout de 8 jours en fonction des 
5 traitement des cultures sont reportees dans le tableau 3 ci-dessous. 



Tableau 3 



Appreciation de la lipogenese par mesure de la DO, 
10 exprimee en nmoles NAD + , pour I'extrait de PB 

et pour la phytosphingosine PS 



PB 
(pg/mL) 


PS 
(pg/mL) 


D.O. (nmoles NAD + ) 


moyenne 


ecart 


0 (temoin) 


0 (temoin) 


0,0016 


0,000195 


25 


0 


0,0004 


0,000015 


0 


0,5 


0,0014 


0,00009 


0 


1 


0,00165 


0,00006 


25 


1 


0,00036 


0,00002 


25 


0,5 


0,00043 


0,000048 



Les resultats du tableau 3 ci-dessus sont egalement representes 
a la figure 1. 



15 Apres 8 jours de contact avec les milieux conditionnes par des 

adipocytes matures, nous observons un ralentissement de la maturation 
des preadipocytes avec les milieux contenant du PB (inhibition de I'activite 
de la-G3PDH), ce- qui correspond a une inhibition du reerutement- des 
preadipocytes, dont I'activite de I'enzyme marqueur de maturation est 

20 inhibee de 75 %. 

La phytosphingosine ne modifie pas ce profil anti- 
lipogenetique : I'association PS+PB provoque entre 74 et 79 % dlnhibition 
de I'activite de la G 3 PDH , I'association PS 1 pg/mL + PB 25 pg/mL 
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entrabe meme un ralentissement de la lipogenese de ces preadipocytes 
en cours de maturation legerement superieur au PB seul. 

b) Analyse de la morpholoaie des adipocytes 
5 Parallelement, la morphologie des adipocytes a ete analysee 

par observation directe des cellules dans les boites de Petri, sous 
microscope a phase inverse (Olympus BH2). Les cellules sont considerees 
comme differenciees par analyse morphologique lorsqu'elles acquierent un 
contour rond et que leur cytoplasme est rempli de gouttelettes lipidiques. 
10 Inversement, une diminution de la quantite de vacuoles lipidiques associee 
a une forme plus allongee temoigne d'un ralentissement de cette 
maturation. 

En presence de I'association PS+PB, les cellules sont caracterisees 
par une delipidation tres marquee des adipocytes ce qui est en accord 
15 avec la baisse d'activite de I'enzyme G3PDH precedemment mesuree. 
Les figures 2, 3 et 4 montrent respectivement: 
Figure 2: les cellules d'une culture temoin a 37. Dans cette culture, 
les cellules sont tres peu differenciees, il y a peu de vacuoles lipidiques. 
Cest le debut du traitement. 
20 Figure 3: les cellules d'une culture temoin a J21. Les cellules se 

sont chargees en vacuoles lipidiques. 

Figure 4: les cellules d'une culture traitee par I'association 
PB 25 pg/mL + PS 1 pg/mL 

25 c) Conclusion 

Cette etude montre que le traitement par Tassociation PB+PS 
d'adipocytes matures vehicule une information capable de ralentir 
globalement ('accumulation de triglycerides dans des preadipocytes. La 
baisse d'activite de I'enzyme lipogenetique G 3 PDH conduit a une depletion 
30 en gouttelettes-lipidiques intracellulairesJmportantes. 

L'adjonction de phytosphingosine capable de stimuier la 
secretion de leptine, n'a pas inhibe ('action massive du PB sur le 
destockage de lipides. 

Le maintien de leptine dans I'environnement proche des 
35 adipocytes pourrait ainsi exercer son r6le de molecule signal s'opposant a 
I'augmentation de la masse adipeuse. On est tente de penser qu'un 
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ensemble de cellules contenant des cellules videes d'une partie de leur 
contenu en triglycerides par lipolyse en continuant a emettre un message 
leptinique en retrocontrole devrait contribuer a la reduction du stockage 
de graisse par le pannicule adipeux. 

5 

Exemple 3 

Mise en evidence, sur des adipocytes humains en culture, de I'activite de 
la phytosphingosine et de I'association de la phytosphingosine avec un 
extrait de Coleus forskohlii, sur la production de la leptine et sur la lipolyse 

10 

Des adipocytes humains provenant d'une plastie d'une femme 
Sgee de 41 ans, commercialises par ZEN-BIO (USA), ont ete utilises a un 
stade avance de la maturation adipocytaire. La reception de ces cellules 
en culture a eu lieu 16 jours apres rensemencement. lis sont cultives dans 
15 un milieu specifique assurant leur differentiation durant tout le traitement. 

J -16: ensemencement 

3 0: debut du traitement par I'extrait de Coleus (PB) et/ou la 

phytosphingosine (PS) 
20 J 6 a J 18 : dosages des differents parametres. 

Dans un premier temps, les proprietes du Coleus decrites 

precedemment pour les adipocytes murins 3T3F442A ont ete verifiees sur 

ces cellules humaines : activite lipolytique par mesure de la liberation de 

glycerol et d'acides gras non esterifies. 
25 Le tableau 4 ci-dessous indique les valeurs de liberation de 

glycerol dans les cultures temoin et traitees par la PS. 
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Tableau 4 



Liberation de glycerol, exprimee en [ig/mL, 
par les adipocytes humains en culture, traites ou non 
5 par 25pg/mL de phytosphingosine, en fonction de la duree de culture 



Jours 


glycerol (pg/mL) 


Temoin (PS = 0 ug/mL) 


PS = 25 ug/mL 


3 


73,78 


174,4 


6 


120,8 


196,2 


9 


147,2 


302,9 


12 


198,4 


416,4 


15 


196,3 


460,6 


18 


230,9 


659,8 


21 


276,6 


777,1 


23 


238,9 


687 



II apparait tres clairement que le Coleus stimule tres fortement 

10 la lipolyse adipocytaire (+128 % d'augmentation de liberation de glycerol 
a 18 jours par rapport au temoin) 

Par une mesure de liberation d'acides gras non esterifies, on 
observe de plus que le Coleus provoque une forte hydrolyse des 
triglycerides adipocytaires en liberant parallelement au glycerol une 

15 grande quantite d'acides gras non esterifies a la dose 25 ug/mL 

D'autres essais montrent que la phytosphingosine induit chez 
les adipocytes humains comme chez les adipocytes murins une 
augmentation de la secretion de leptine, les doses les plus efficaces etant 
inferieures pour I'adipocyte humain. 

20 ParallelemehTa la liberation de leptine, la phytosphingosine a la 

dose de 6 ng/mL est responsable d'une liberation dans le temps de 
glycerol sans liberation concomitante d'acides gras non esterifies. Cette 
observation pourrait correspondre a une nouvelle forme de lipolyse 
propre a la leptine, deja decrite dans des publications. 

25 Les figures 5 et 6 presentent 1'evolution de la morphologie des 

cellules dans les conditions qui viennent d'etre evoquees. 
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La figure 5 presente une culture temoin d'adipocytes humains au 
jour J18. 

On y voit nettement une importante quantite de vacuoles grasses. 
La figure 6 presente une culture d'adipocytes humains au jour J18, 
5 apres traitement par I'association de Coleus (25 ug/mL) avec la 
phytosphingosine (6ng/mL). II apparait clairement que I'association 
phytosphingosine - Coleus entratne un destockage massif et visible, avec 
des gouttelettes lipidiques moins nombreuses et de taille inferieure. 
Parallelement, un plus grand nombre de cellules reprennent une 
10 apparence de cellules peu matures (forme allongee et absence de 

vacuoles lipidiques). 

Ainsi, I'association de ces deux actifs conduit a une puissante 
reduction du stock graisseux, la modulation de leptine dans 
I'environnement proche de I'adipocyte humain etant une etape cle de cette 
15 action. 



Exemple 4 

Formule hydro/alcoolique amincissante. 

20 Eau qsp 100 % 

Alcool denature 42 % 

PPG-3 myristyl ether 10% 

Parfum 0,20 % 

Phytosphingosine 0,10% 

25 

Exemple 5 

Emulsion fluide amincissante. 

PPG-2 isoceteth-20 acetate 2 % 

Poloxamer 407 0,50 % 

30 Propylene glycol isoceteth-3 acetate 15 % 

Pentacyclomethicone 15 % 

Eau qsp.100 % 

Butylene glycol 3 % 

Conservateurs q.s. 

35 Extrait de Coleus forskohlii (a 80 % de forskoline) 0,1 % 

Gomme xanthane 0,05% 

Acrylates/cl0-30 alky! acrylate crosspolymer 0,04% 
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Neutraiisant 

Polyacrylamide C13-14 isoparaffin laureth-7 
Parfum 

Phytosphingosine 



q.s. 
0,50% 
0,20% 
0,05% 



Exemple 6 

Creme amincissante. 

Steareth-2 

Steareth-21 
10 Alcool cetylique 

Alcool stearylique 

Acide stearique 

Stearate ethyle-2-hexyle 

Cetearyl isononanoate 
15 Squalane 

IBMX 

Dimethicone 
Eau qsp. 100.00% 
Glycerine 
20 Butylene glycol 
Conservateurs 

Acrylates/clO-30 alkyl acrylate crosspolymer 
Gomme xanthane 
Sodium hyaluronate 
25 Neutraiisant 

Polyacrylamide C13-14 isoparaffin laureth 7 

Alcool denature 

Parfum 

Phytosphingosine 

30 



0,50% 
1,75% 
0,30% 
0,30% 
0,50% 
4,00% 
3,00% 
4,00% 
1,00% 
0,40% 

2,00% 

3,00% 

q.s. 

0,35% 

0,10% 

0,02% 

q.s. 

0,50% 

5,00% 

0,20% 

0,002% 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation cosmetique de la phytosphingosine ou de Tun de 
ses sels cosmetiquement acceptables , en particulier son chlorhydrate, en 

5 tant qu'agent amincissant pour la fabrication d'une composition 
cosmetique destinee a reduire les surcharges graisseuses sous-cutanees. 

2. Utilisation cosmetique de la phytosphingosine ou de I'un de 
ses sels cosmetiquement acceptables, en particulier son chlorhydrate, 
comme agent actif stimulant la synthese de la leptine par les adipocytes, 

10 pour la fabrication d'une composition cosmetique destinee a reduire les 
surcharges graisseuses sous-cutanees. 

3. Utilisation cosmetique selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que la phytosphingosine ou Tun de ses sels, en 
particulier son chlorhydrate, est utilise a une concentration comprise entre 

15 0,001% et 1%, et de preference entre 0,05% et 0,5% en poids par 
rapport au poids total de iadite composition. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee 
en ce que la phytosphingosine ou son sel cosmetiquement acceptable, en 
particulier son chlorhydrate, est utilise pour la fabrication de Iadite 

20 composition en combinaison avec au moins un agent lipolytique 
cosmetiquement acceptable. 

5. Utilisation selon la revendication 4, caracterise en ce que 
ledit agent lipolytique est l'adenosine-3',5'-cyclique monophosphate 
(AMPc) ou I'un de ses derives cosmetiquement acceptables, choisi de 

25 preference parmi ses sels et ses derives acyles, notamment un derive 
mono- ou dibutyryle. 

6. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce I'AMPc 
ou son derive est utilise a une concentration comprise entre 0,001 % et 
5 % en poids par rapport au poids total de Iadite composition. 

30 7- Utilisation selon la revendication 4, caracterisee- en ce que- 

ledit agent lipolytique est un agent activateur de I'enzyme adenylate 
cyclase. 

8. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que 
ledit agent activateur de I'enzyme adenylate cyclase est la forskoline ou un 
35 extrait de plante en contenant. 
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9. Utilisation seion la revendication 8, caracterisee en ce que la 
forskoline ou I'extrait de plante en contenant est utilise a une 
concentration comprise entre 0,001% et 1%, de preference entre 0,05% 
et 0,25%, en poids par rapport au poids total de ladite composition. 
5 10. Utilisation selon la revendication 8 ou 9, caracterisee en ce 

que ledit extrait contenant de la forskoline est un extrait de Coleus 
forskohlii ou Plectranthus barbatus. 

11. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que 
I'agent activateur de I'adenylate cyclase est un extrait de la plante 

10 Tephrosia purpurea, a une concentration comprise entre 0,001 % et 5 % 
en poids, de preference entre 0,01 % et 5 % en poids par rapport au 
poids total de ladite composition. 

12. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce que 
ledit agent lipolytique est un agent inhibiteur de Penzyme 

15 phosphodiesterase. 

13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce que 
ledit agent inhibiteur de la phosphodiesterase est une xanthine, en 
particulier la 3-isobutyl-l-methyl-xanthine ou IBMX, la cafeine ou la 
theophylline. 

20 14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que 

ladite xanthine est utilisee a une concentration comprise entre 0,001 % et 
10 % en poids, de preference comprise entre 0,01 % et 1 % en poids par 
rapport au poids de ladite composition. 

15. Procede de traitement cosmetique destine a obtenir un effet 
25 amincissant du corps humain, caracterise en ce qull consiste a appliquer 

sur les parties du corps ou ledit effet est recherche une quantite efficace 
d'une composition cosmetique contenant de la phytosphingosine ou I'un 
de ses sels cosmetiquement acceptables, en particulier son chlorhydrate. 

16. Procede de traitement cosmetique selon la revendication 
- 30- 15, -caracterise-en-ce que ladite composition cosmetique-contient-en outre 

au moins un agent lipolytique cosmetiquement acceptable. 

17. Procede de traitement cosmetique selon la revendication 
16, caracterise en ce que I'agent lipolytique est choisi dans le groupe 
constitue par I'AMPc et ses derives, les activateurs d 'adenylate cyclase, en 

35 particulier les extraits de Tephrosia purpurea, la forskoline et les extraits 
de plante en contenant tels que les extraits de Coleus forskohlii ou 
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Plectranthus barbatus, et les inhibiteurs de la phosphodiesterase, en 
partlculier les xanthines, notamment la 3-isobutyl-l-methyl-xanthine ou 
IBMX, la cafeine et la theophylline, ledit agent iipolytique etant present 
dans ladite composition a une concentration telle que definie dans les 
5 revendications 6, 9 et 14. 

18. Composition cosmetique, notamment destinee a reduire les 
surcharges graisseuses sous-cutanees, caracterisee en ce qu'elle contient, 
a titre d'agents actifs, 

- de la phytosphingosine ou I'un de ses sels cosmetiquement acceptables, 
10 en particulier son chlorhydrate, et 

- au moins un agent Iipolytique choisi dans le groupe constitue par I'AMPc 
et ses derives lipolytiques cosmetiquement acceptables, les agents 
activateurs de I'enzyme adenylate cyclase et les agents inhibiteurs de 
I'enzyme phosphodiesterase, 

15 dans un vehicule cosmetiquement acceptable. 

19. Composition cosmetique selon la revendication 18, 
caracterisee en ce qu'elle contient de 0,001 a 1 %, et de preference de 
0,05 a 0,5 %, en poids de phytosphingosine ou de I'un de ses sels 
cosmetiquement acceptables, en particulier son chlorhydrate. 

20 20. Composition cosmetique selon la revendication 18 ou 19, 

caracterisee en ce que I'agent Iipolytique est I'AMPc ou I'un de ses derives 
cosmetiquement acceptables, choisi de preference parmi ses sels et ses 
derives acyles, notamment un derive mono- ou dibutyryle. 

21. Composition cosmetique selon la revendication 20, 
25 caracterisee en ce que I'AMPc ou son derive Iipolytique est present a une 

concentration comprise entre 0,001 % et 5 % en poids par rapport au 
poids total de ladite composition. 

22. Composition cosmetique selon la revendication 18, 
caracterisee en ce que I'agent Iipolytique est un agent activateur de 

30 I'enzyme adenylate cyclase. 

23. Composition cosmetique selon la revendication 22, 
caracterisee en ce que ledit agent activateur de I'enzyme adenylate 
cyclase est la forskoline ou un extrait de plante en contenant. 

24. Composition cosmetique selon la revendication 23, 
35 caracterisee en ce que la forskoline ou I'extrait en contenant est present a 
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une concentration comprise entre 0,001% et 1%, et de preference entre 
0,05% et 0,25% en poids par rapport au poids total de ladite composition. 

25. Composition cosmetique selon la revendication 23 ou 24, 
caracterisee en ce que I'extrait de plante est un extrait de Coleus forskohlii 

5 ou Plectranthus barbatus. 

26. Composition cosmetique selon la revendication 22, 
caracterisee en ce que ledit agent activateur de I'adenylate cyclase est un 
extrait de la plante Tephrosia purpurea. 

27. Composition cosmetique selon la revendication 26, 
10 caracterisee en ce que I'extrait de Tephrosia purpurea est present a une 

concentration comprise entre 0,001 % et 5 % en poids, de preference 
entre 0,01 % et 5 % en poids par rapport au poids total de la 
composition. 

28. Composition cosmetique selon la revendication 18, 
15 caracterisee en ce que I'agent lipolytique est un agent inhibiteur de 

Penzyme phosphodiesterase. 

29. Composition cosmetique selon la revendication 28, 
caracterisee en ce que ledit agent inhibiteur de la phosphodiesterase est 
une xanthine, en particulier la 3-isobutyl-l-methyl-xanthine ou IBMX, la 

20 cafeine ou la theophylline. 

30. Composition cosmetique selon la revendication 29, 
caracterisee en ce que ladite xanthine est presente a une concentration 
comprise entre 0,001 % et 10 %, de preference comprise entre 0,01 % et 
1 %, en poids par rapport au poids total de la composition. 
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FIGURE 1 
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